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ІМУНОГІСТОХІМІЧНА ХАРАКТЕРИСТИКА ДИФЕРЕНЦІАЦІЇ  
КЛІТИН КОРДОВОЇ КРОВІ ЗА РІЗНИХ УМОВ ТРАНСПЛАНТАЦІЇ  
В ЕКСПЕРИМЕНТІ 
 
 
Резюме. В експерименті доведена ефективність введення стовбурових клітин кордової крові в 
ішемізовані кінцівки. Встановлено, що введення стовбурових клітин кордової крові на тлі ішемії 
сприяло постійній структурній стимуляції регенераторних процесів і ангіогенеза. На 7-14-ту добу 
експерименту з наявністю кровотоку в “молодих” судинах, що підтверджувалося дослідженням 
експресії фактору Віллебранда. Разом з цим відмічені позитивні дані про зменшення та відсутність 
фіброзування, які характерні для розвитку ішемії, що підтверджується дослідженнями колагену IV 
типу і мезенхімального фактору віментину.  
Ключові слова: кінцівка, ішемія, кордова кров. 
 
 
Кордову кров застосовують у лікуванні близько 
сотні різноманітних захворювань [1, 2], адже во-
на містять більше 60 видів біологічно активних 
речовин, фетальних факторів росту і, що найго-
ловніше, стовбурові клітини різних видів у висо-
кій концентрації [3-5]. 
З них утворюються всі 220 типів спеціалізо-
ваних клітин та тканин організму. Порівняно з 
іншими джерелами алогенних (донорських) кро-
вотворних стовбурових клітин, клітини кордової 
крові володіють суттєвими логічними та 
клінічними перевагами, такими як: більша до-
ступність трансплантата для пацієнтів; розши-
рення пулу донорів за рахунок толерантності при 
1-2 HLA-несумісності з шести можливих (більша 
кількість несумісності пов’язано з меншою 
імовірністю приживання) [6]; менша частота та 
тяжкість реакції “трансплантат проти хазяїна”; 
менший ризик передачі латентних вірусних ін-
фекцій; відсутність ризику для донора [7]. 
Крім того, щодо трансплантації стовбурових 
клітин кордової крові немає юридичних, мораль-
них, релігійних та етичних застережень, 
пов’язаних з медичним використанням.   
Мета дослідження: на експериментальній 
моделі ішемії кінцівки за допомогою іму-
ногістохімічних методів дослідити процеси, що 
відбуваються після трансплантації стовбурових 
клітин кордової крові, залежно від різних умов їх 
трансплантації. 
Матеріали та методи. Всі оперативні 
втручання на 60 щурах проводились під кетамі-
новим наркозом. Середня маса щурів становила 
374,23±7,56 г, вік 6±1,2 місяці, що знаходились 
при кімнатній температурі, на звичайному ла-
бораторному раціоні. Тварини були розподілені 
на три групи І група – тварини, у яких була мо-
дельована ішемія кінцівки; ІІ група  - тварини, 
яким в інтактні м’язи вводилися стовбурові клі-
тини кордової крові; ІІІ група – тварини, яким на 
тлі ішемії кінцівки були введені стовбурові клі-
тини кордової крові. 
При проведені досліджень зберігались всі 
умови асептики та антисептики. Моделювання 
ішемії тканини кінцівки у щура проводилось за 
методом Т.А. Князевої [8], згідно якої ішемія 
досягається шляхом накладання двох лігатур із 
капронової нитки навколо судинної ніжки стег-
на, таким чином перев’язується артерія, вена 
та нерв, поглиблюючи ішемічні явища в кінцівці 
вже на 2-3 добу після моделювання. 
Дослідження проводили в рамках доклінічно-
го етапу дослідження згідно наказу МОЗ Украї-
ни від 10.10.2007 № 630 “Про затвердження По-
рядку проведення клінічних випробувань тканин-
них і клітинних трансплантатів та експертизи 
матеріалів клінічних випробувань й унесення змін 
до Порядку проведення клінічних випробувань 
лікарських засобів та експертизи матеріалів 
клінічних випробувань”. 
Кордову кров отримували на безкоштовній 
основі з банку пуповинної крові ТОВ “Інститут 
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клітинної терапії”. Пуповинну кров збирали при 
нормальних пологах з інформативної згоди жі-
нок, що були обстежені на наявність вірусних 
та гемічних інфекцій (тестування на сифіліс, 
гепатит С, HbsAg, ВІЛ-інфекцію). Пуповинну 
кров сепарували шляхом спонтанної седимента-
ції з 3% розчином желатину, фракцію ядровміс-
них клітин віокремлювали від еритроцитів та 
центрифугували для видалення плазми (20 с¯¹, 10 
хв). Для кріоконсервування використовували 5% 
диметилсульфоксид (ДМСО), виготовлений на 
збалансованому соляному розчині Хенкса. Суспе-
нзію за допомогою одноразових шприців розлива-
ли в кріоампули об’ємом 4,5 мл та по 1 мл в 4 
контейнери-спутники, герметизували, маркува-
ли. Зберігали заморожені зразки у рідкому азоті 
при температурі – 196 °С у кріосховищі 
“38Кw/Kryos Controler” [9,10]. Кріоконсервовану 
клітинну суспензію та тканину досліджували на 
стерильність відповідно до Інструкції, затвер-
дженої наказом МОЗ України від 05.07.99 № 164 
“Контроль стерильності консервованої крові, її 
компонентів, препаратів, консервованого кіст-
кового мозку, плазмозамінюючих та консервую-
чих розчинів, умов їх заготівлі”. Використовува-
ли клітинну суспензію з такими параметрами: 
вміст ядровмісних клітин – від 0,11×10 9  до 
3,7×10 9, кількість мононуклеарів –  15-60 %, 
КУО-ГМ – (50±10)×10 3/мл, вміст гемопоетич-
них клітин, що несуть на своїй поверхні маркери 
CD34+ CD45+  і CD117+ CD45+[11], дорівню-
вав відповідно (0,85±0,20) та (1,52±0,39)%. 
Стовбурові клітини кордової крові вводили в 
ішемізовані кінцівки на третю добу після моде-
лювання ішемії підфасціально тонкою смужкою 
на присередній поверхні стегна. Загальна кіль-
кість введеної кордової крові становила 50±5 мл. 
Статистичну обробку отриманих даних прове-
дено за Стьюдентом з визначенням t-критерію 
за програмою “BioStat”. 
У всіх дослідних та контрольних груп тва-
рин по закінченню терміну дослідження була 
взята м’язова тканина присередньої та бічної 
поверхонь стегна на стороні проведення експе-
рименту на 3-тю, 5-ту, 7-му, 14-ту, 21-шу та 
25-ту доби після моделювання ішемії на кінцівці, 
після чого були застосовані імуногістохімічні 
методи дослідження отриманої м’язової ткани-
ни. Проводилось визначення експресії віментіну 
із використанням тест системи CBL202 
Vimentin MS X HU-100 UG, (фірма-виробник 
“Milipur”, США), колагену ІV типу – тест-
система МАВ 1910 Collagen IV MS X HU-100 UL 
(фірма-виробник “Milipur”, США) та фактору 
Віллебранда за допомогою тестової системи 
АВ7356 VWF RBX-100UG (фірма-виробник 
“Milipur”, США). 
Результати дослідження та їх обгово-
рення. Імуногістохімічні параметри віментину, 
колагену IV типу і фактору Віллебранда у І гру-
пи тварин були виражені нерівномірно та зміню-
валися в динаміці ішемії. 
Так, експресія віментину була найбільшою 
на 7-14-ту добу від моменту моделювання ішемії, 
в міжм’язових волокнах, що оточують судинні 
пучки, а також в мембранах стінки судин веноз-
ного та артеріального типів (рис.1). 
Виявлені вогнища фрагментації мезенхіма-
льних структур на тлі дистрофії та деструкції 
міопласту, які зменшувалися та зникали до 20-25 
доби після моделювання ішемії (рис. 2).  
 
Рис. 1. Група І. Сьома доба ішемії. Експресія 
віментину в перимізії довкола судин. Непрямий 
стрептовідин-пероксидазний метод виявлення 
експресії віментину з дофарбовуванням мети-
леновим зеленим. Мікрофотографія. Ок. 10, 
Об. 20 
 
 
Рис. 2. Група І. Двадцять п’ята доба. Експресія 
віментину в перимізії довкола судин. Непрямий 
стрептовідин-пероксидазний метод виявлення 
експресії віментину з дофарбовуванням мети-
леновим зеленим. Мікрофотографія. Ок. 10, 
Об. 20
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При цьому експресія колагену IV типу най-
більш виражена в стінці артеріальних судин при 
повнокров’ї їх на 7-14-ту добу ішемії та вогнища 
в розволокненній стінці венул (рис. 3). 
Фактор Віллебранда експресувався в ендо-
теліальних структурах судин (рис. 4). Особливо 
виражена реакція в повнокровних судинах, в ен-
домізії перимізії на 2-гу і 7-му добу ішемії.  
Отже, внаслідок моделювання ішемії спосте-
рігались виражені зміни на 2-10-ту добу, які харак-
теризуються розладом кровообігу в судинах, особ-
ливо венозного типа, деструкцією і дистрофією 
 
 
Рис. 3. Група І. Десята доба ішемії. Експресія 
колагену ІV типу в стінці артеріальної і веноз-
ної судини, в якій спостерігається повнокров’я 
і стаз еритроцитів. Непрямий стрептовідин-
пероксидазний метод виявлення експресії кола-
гену ІV типу з дофарбовуванням метиленовим 
зеленим. Мікрофотографія. Ок. 10, Об. 40 
 
Рис. 4. Група 2. Друга доби ішемії. Експресія 
фактору Віллебранда на 2 добу ішемії на тлі 
повнокров’я капілярів і судин венозного типа, 
стази еритроцитів. Непрямий стрептовідин-
пероксидазний метод виявлення експресії фак-
тору Віллебранда з дофарбовуванням метиле-
новим зеленим. Мікрофотографія. Ок. 10, Об. 
40 
м’язових волокон, які зменшуються на 20-25-ту 
добу, проте з’являється фіброзування та склероз 
стінки судин в перимізії, як показник регенера-
ції. 
При гістологічному дослідженні в ІІ групі 
при введенні стовбурових клітин кордової крові 
(дослідження проведені на 7-му, 14-ту, 21-шу 
добу після введення стовбурових клітин кордо-
вої крові) було виявлено, що на 14-ту, 21-шу 
добу структурні зміни в міосімпласті були ана-
логічні описаним в контрольній групі (група І). 
На 7 день – в частині спостережень спостеріга-
лись невеликі вогнища набряку в навколишній 
проміжній тканині міосімпласта, а також ділян-
ки втрати поперечної смугастості в м’язових 
волокнах. Проте, в більшості спостережень було 
виявлено нерівномірне накопичення глікогену в 
центральних ділянках міосімпласта. 
У поодиноких спостереженнях (біля 20%) 
були виявлені вогнища лімфо-макрофагальних 
інфільтратів на 7 день після введення стромаль-
ної фракції жирової тканини. 
Імуногістохімічна реакція на віментін в цей 
термін була аналогічна з І групою дослідження і 
спостерігалась у вигляді тонких волокнистих 
структур в мезенхімі (рис. 5). Колаген ІV типу 
експресувався в базальних шарах мембранних 
структур міосімпласта (рис. 6).  
Отже, в ІІ групі, імуногістохімічно виявле-
но, що структура м’язових волокон і судин без 
особливостей, патологічних змін не виявлено. В 
експресії моноклональних антитіл до віментіну, 
колагену ІV типу, а також до фактору Віллебра-
нда не спостерігається патологічних змін. 
Рис. 5. Група ІІ. Осередкова експресія віментіну 
периваскулярно в межуточній речовині перимізія. 
Непрямий стрептовідин-пероксидазний метод 
виявлення експресії віментіну з дофарбовуванням 
метиленовим зеленим. Мікрофотографія. Ок. 10 
Об. 20 
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Відмічено в даній групі піддослідних тва-
рин на 7-му добу після трансплпнтації наявність 
вогнищ лімфо-макрофагальних інфільтратів. 
При дослідженні м’язів ішемізованої кінцівки 
тварин ІІІ групи вже на 14-ту добу в ділянках пери-
мізія в мезенхімальних структурах спостерігається 
наявність новоутворених капілярів та судинних тя-
жів, при цьому, імуногістохімічно спостерігається 
виражена експресія фактору Віллебранда в ендоте-
ліальних клітинах (рис. 7), що вказує на активний 
ангіогенез на 14-ту добу і подальший термін. 
На 14-21-шу добу виявлені вогнища ангіо-
генеза і регенерації з розташованими, в сполуч-
нотканинних та фіброзних вогнищах, множин-
ними дрібними судинами, які виявляються пос-
тійно у всіх спостереженнях. 
При проведенні імуногістохімічної реакції 
слабо позитивна експресія віментину (рис. 8) 
визначалася в мезенхімальних структу-
рах.Виражена іммуногістохімічна реакція на 
колаген IV типу з 14-ої, особливо з 21-ої доби 
спостерігалась в потовщеній базальній мембрані 
судин, що розташовані в перемізії, особливо 
артеріального типа. У вогнищах перимізія ніж-
но-волокнисті структури базальних мембран 
(рис. 9). 
 
Рис. 6. Група ІІ. Експресія колагену ІV типу в 
базальних мембранах навколо міосімпластів. 
Непрямий стрептовідин-пероксидазний метод 
виявлення експресії колагену ІV типу з дофар-
бовуванням метиленовим зеленим. Мікрофото-
графія. Ок. 10 Об 20 
 
Рис. 7. Чотирнадцята доба. Експресія фактору 
Віллебранда в ендотелії новоутворенних капіля-
рів та судинних тяжів. Непрямий стрептовідин-
пероксидазний метод виявлення експресії факто-
ру Віллебранда з дофарбовуванням метиленовим 
зеленим. Мікрофотографія. Ок. 10, Об. 40 
 
Рис. 8. Чотирнадцята доба. Слабо виражена 
експресія віментину судин в перимізії. Непрямий 
стрептовідин-пероксидазний метод виявлення 
експресії віментину з дофарбовуванням метиле-
новим зеленим. Мікрофотографія. а) Ок. 10, Об. 
40; б) Ок. 10, Об. 10 
 
Рис. 9. Експресія колагену IV типу в базальній 
мембрані судини. Непрямий стрептовідин-
пероксидазний метод виявлення експресії колаге-
ну IV типу з дофарбовуванням метиленовим зе-
леним. Мікрофотографія. Ок. 10, Об. 40 
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Новоутворені капілярні структури були 
виявлені зрідка на 7-му добу, систематично на 
14-ту добу в ендоперемізіальних структурах, 
судини повнокровні, або з поодинокими ерит-
роцитами, тобто, в них здійснюється кровотік. 
Отже, введення стовбурових клітин кордо-
вої крові на тлі ішемії сприяло постійній стру-
ктурній стимуляції регенераторних процесів і 
ангіогенеза. На 7-14-ту добу експерименту з 
наявністю кровотоку в “молодих” судинах, що 
підтверджувалося дослідженням експресії фак-
тору Віллебранда. Разом з цим відмічені пози-
тивні дані про зменшення та відсутність фібро-
зування, які характерні для розвитку ішемії, що 
підтверджується дослідженнями колагену IV 
типу і мезенхімального фактору віментину. 
Висновки. 1. Трансплантація стовбурових 
клітин кордової крові на тлі ішемії кінцівки 
призводить до того, що на 3 добу після транс-
плантації починаються активні процеси ком-
пенсування ішемічного ураження. На 7-14-ту 
добу з’являються молоді ендотеліоцити. Та-
кож в цей термін мають місце характерні 
ознаки макроструктурних змін, зокрема збі-
льшення еспресії віментину та фактору Вілле-
бранда. В цей же термін утворюються трубоч-
ки ендотеліоцитів, які в подальшому вже на 
22-гу добу після трансплантації утворюють 
розгалужену, активно функціонуючу мережу 
новоутворених капілярів. 2. Введення стовбу-
рових клітин кордової крові в інтактні м’язи 
кінцівки тварин не призводило до жодних змін 
в структурі м’яза та зміни імуногістохімічних 
реакцій по відношенню до контрольної групи, 
за виключенням наявності на початкових ета-
пах дослідження лімфо-макрофагальних інфі-
льтратів, що є наслідком, скоріше за все, само-
го введення стовбурови клітин в м’язову тка-
нину. Ключовим моментом, що направляє про-
цес диференціації стовбурових клітин є харак-
тер середовища, куди відбувається трансплан-
тація клітин і зумовлює зміни клітин в необхі-
дному напрямку в межах їх потенціалу дифе-
ренціації. 
Перспективи наукового пошуку. Прове-
дені експериментальні дослідження доводять 
суттєву активацію ангіогенеза на тлі ішемії, що 
доцільно розглядати як до клінічний етап дано-
го дослідження з подальшим продовженням 
вивчення цих процесів у клінічних умовах. 
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ИММУНОГИСТОХИМИЧЕСКАЯ ХАРАК-
ТЕРИСТИКА ДИФФЕРЕНЦИАЦИИ КЛЕ-
ТОК КОРДОВОЙ КРОВИ ПРИ РАЗЛИЧ-
НЫХ УСЛОВИЯХ ТРАНСПЛАНТАЦИИ В 
ЭКСПЕРИМЕНТЕ  
Резюме. В эксперименте доказана эффектив-
ность введения стволовых клеток кордовой 
крови в ишемизированные конечности. Уста-
новлено, что введение стволовых клеток кор-
довой крови на фоне ишемии способствовало 
постоянной структурной стимуляции регенера-
торных процессов и ангиогенеза. На 7-14-ые 
сутки эксперимента с наличием кровотока в 
“молодых” сосудах, что подтверждалось ис-
следованием экспрессии фактора Виллебранда. 
Вместе с этим отмеченные положительные 
данные об уменьшении и отсутствие фибрози-
рования, которые характерны для развития 
ишемии, что подтверждается исследованиями 
коллагена IV типа и мезенхимального фактора 
виментина. 
Ключевые слова: конечность, ишемия, кордо-
вая кровь. 
 
IMMUNOHISTOCHEMICAL DIFFEREN-
TIATION HARACTERISTICS CORD 
BLOOD CELLS IN DIFFERENT CONDI-
TIONS TRANSPLANTATION IN AN EX-
PERIMENT 
Abstract. The experiment proved the effective-
ness of the introduction of stem cell cord blood in 
ischemic limbs. Established that the introduction 
of stem cells in cord blood background ischemia 
contributed to ongoing structural stimulate regen-
erative processes and angiogenesis. On days 7-14 
of the experiment with the presence of blood flow 
in the "young" vessels, which was confirmed the 
study of expression of von Willebrand factor. To-
gether with this marked by positive data on reduc-
tion and absence formation of fibrosis that are 
characteristic of ischemia demonstrated by studies 
of collagen type IV and vimentin mesenchymal 
factor 
Key words: limb, ischemia, cord blood. 
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